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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Die Einfihrung der parasitischen Bienenmilbe Varroa destructor in Deutschland und
Europa ab den spaten Siebzigerjahren geschah zundchst durch die weltweite
Verbreitung der européischen Honigbiene Apis mellifera. Der Import nach Asien hatte
zur Folge, dass V. destructor von ihrem urspringlichen Wirt Apis cerana auf A.
mellifera wechselte. Weitrdumige Bienentransporte haben schlielRlich zur globalen

Verbreitung des Parasiten beigetragen (ANDERSON & TRUEMAN, 2000).

V. destructor hat die imkerliche Arbeit mit der européischen Honigbiene bis heute stark
gepragt. So ist ihre Bekdmpfung nach wie vor eine der gréfiten Herausforderungen in
der modernen Imkerei. Ohne eine entsprechende Behandlung gegen die Varroose, wie
der Parasitenbefall genannt wird, sind selbst starke Bienenvolker nicht in der Lage
langerfristig zu Uberleben. Ein wirtschaftliches Imkern ware ohne Behandlung nicht

maoglich (DE JONG, et al., 1982).

1.2 Schéadigung durch Varroose

Da sich die Milbe nur in den Brutzellen entwickeln und reproduzieren kann, ist die
Varroose in erster Linie eine Brutkrankheit. In der befallenen Zelle erndhren sich alle
Nachkommen von der Hamolymphe der Larve bzw. spater von der Puppe (Abb. 1). Die
dadurch entstehenden Verletzungen bieten Eintrittsmoglichkeiten fir Mikroorganismen
wie Bakterien und Viren, welche zu schwerwiegenden Sekundérinfektionen der Biene
fihren kénnen. Eine Schadigung entsteht also nicht nur durch Verlust von Hamolymphe
und die daraus resultierende reduzierte Lebenserwartung, sondern auch durch
Infektionen der parasitierten Biene, wie z.B. mit dem Deformed Wing Virus (FUJIYUKI,
2004; YUE & GENERSCH, 2005).
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Abbildung 1: V. destructor auf Drohnenpuppe Abbildung 2: Phoretische V. destructor auf
adulter Arbeiterbiene

Dieses Virus wird als Ursache fir Missbildungen von Fligel und Abdomen diskutiert,
die h&ufig bei adulten Bienen in Varroa befallenen VVolkern auftreten. Die Symptome
der Erkrankung sind neben verkriippelten Extremitaten und stummeligen, nicht zu
gebrauchenden Flugeln, ein verkirztes, rundliches Abdomen und Paralyse. Bienen, die
solche Symptome zeigen, haben eine drastisch verkilrzte Lebenserwartung, die fur
gewohnlich nicht langer als 48 h betragt. Sie werden nach dem Schliipfen von nicht
infizierten Arbeiterinnen gezielt aus dem Volk vertrieben. Die Milbe ist der
bedeutendste Vektor fir diese Erkrankung (YANG & COX-FOSTER, 2005).

1.3 Jahreszeitlicher Verlauf und Verbreitung der Krankheit

Im Verlauf des Sommers steigt die Befallsrate im Verhaltnis zur zunehmenden Zahl der
Bienenbrut ann&hernd exponentiell an. Im Sp&tsommer hat die Milbendichte ihr
Maximum erreicht, mit der Folge, dass ein groRer Anteil an herangezogenen
Winterbienen infiziert ist. Unter diesen Voraussetzungen ist es fir das Bienenvolk

nahezu unmoglich, den kommenden Winter zu tberstehen (CALIs, et al., 1999).

Es entstehen massive Schéadigungen bis hin zu einem vélligen Zusammenbruch der
Bienenvolker. Die Kombination aus Milbenbefall und Sekundarinfektion fuhrt zu einer
gebremsten Volksentwicklung im Frihjahr, diese Schwachung geht sehr rasch von
statten (KOVAC & CRAILSHEIM, 2006).
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Abbildung 3: Missbildungen an Fligel und Abbildung 4: Deformiertes Abdomen und
Extremitaten missgebildete Fligel einer Arbeiterin

Die Varroose verbreitet sich von Bienenvolk zu Bienenvolk, d.h. es reicht aus wenn ein
Volk des Bestandes befallen ist, um auch naheliegende milbenfreie Vélker zu infizieren.
Eine Invasion der gesunden Volker geschieht meist ber aufgenommene Drohnen,
verflogene Bienen oder Rauberei. Ein weiterer, nicht zu vernachlassigender Faktor ist
das ,,Wandern* der Bienenvolker in trachtreichere Gebiete. Viele europdische Imker
stehen aufgrund der vorherrschenden monotonen Kulturlandschaft unter diesem
Wanderzwang. Fir eine weitrdumige und flachendeckende Verbreitung von V.

destructor ist dies Gberaus zutraglich (BUCHLER & HOFMANN, 1991; RENZz, 2003).

1.4 Varroa-Reproduktion

Das adulte Milbenweibchen ist ca. 1,6 mm grof und ist ein obligater Ektoparasit. In der
phoretischen Phase findet man sie auf ihrem Wirt aufsitzend (Abb. 2), bereit in eine
kurz vor der Verdeckelung stehende Brutzelle einzudringen. Hierzu werden gezielt
Ammenbienen als Transportmittel gewahlt (DoNzeg, et al., 1998). Brutzellen der
Arbeiterinnen werden etwa 15-20 h, die der Drohnen etwa 40-50 h vor der
Verdeckelung befallen (CALDERONE, et al., 2002). Die Milben bevorzugen dabei
Drohenbrut acht Mal haufiger als Arbeiterinnenbrut (FUcHs, 1990).

In der Zelle dringt das Weibchen in den Futtersaft der Bienenlarve ein, welcher die
Milbe bis 6 h nach Verdeckelung gefangen hélt. Erst nach der Zellverdeckelung, wenn
die Larve genligend Futter aufgenommen hat, kommt das Milbenweibchen wieder frei

und beginnt, Himolymphe zu saugen (IFANTIDIS, 1988).
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Die Milbe wechselt nun von der phoretischen in die reproduktive Phase und beginnt mit
der Oogenese und der Eiablage. Das erste Ei ist mannlich determiniert und wird ca. 60 h
nach Verdeckelung gelegt. Darauf hin folgen alle 30 h weitere, jeweils weiblich
determinierte Eier (REHM & RITTER, 1989). Die Nachkommen reifen noch in der Zelle
zu adulten Milben heran und werden vom einzigen Mannchen begattet. Mit dem
Schlupf der Arbeiterin nach ca. 21 bzw. dem Drohn nach ca. 23 Tagen, verlasst auch
der Parasit die Zelle. Die bis dahin noch unreifen, unbefruchteten sowie mannlichen
Nachkommen von V. destructor sterben ab (DONZE, et al., 1998).

Auffallig ist, dass ein bestimmter Prozentsatz der in die Zellen eingedrungenen
Milbenweibchen nicht reproduziert (STURMER & ROSENKRANZ, 1994). Dies bedeutet
jedoch nicht zwangslaufig, dass es infertil ist. Es wurde gezeigt, dass diese Milben in
der Lage waren, wieder zu reproduzieren sobald sie erneut in eine Zelle eingesetzt
wurden (DE RUNTER, 1987; WELLER, 2008). Die Bedingungen unter welchen die Milbe
sich entscheidet, nicht zu reproduzieren, sind allerdings noch nicht vollstdndig geklart
(GARRIDO & ROSENKRANZ, 2003).

GARRIDO & ROSENKRANZ (2003) konnten auBerdem zeigen, dass die Oogenese und
damit der Reproduktionszyklus durch larvale Duftstoffe aktiviert werden. Welche
Regulationsmechanismen die Reproduktionskaskade dann weiter steuern ist nicht
geklart. Es wird angenommen, dass Wirtsfaktoren in der H&molymphe ein Bindeglied
zwischen Aktivierung und Fortsetzung der Oogenese darstellen. Weitere Einzelheiten
im Verlauf der Eireifung des Milbenweibchens sind derzeit nur teilweise beschrieben
und bedurfen, als mdglichen Ansatzpunkt der Bek&mpfung, weiterer Erforschung
(GARRIDO & ROSENKRANZ, 2004).

Seitens der Reproduktionssteuerung von V. destructor konnte ein Einfluss des
Juvenilhormons 111 (JH 111) des Wirtes von ROSENKRANZ, et al. (1993) ausgeschlossen
werden. Sowohl bei den milbentoleranten Bienen A. cerana als auch bei A. mellifera
fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der JH 11l Konzentration. AuRerdem
erreichte der Hormontiter erst am 2. Tag bzw. am 4. Tag nach der Zellverdeckelung bei

Arbeiterinnen- bzw. Drohnenbrut sein Maximum. Da die Oogenese von V. destructor
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viel friher aktiviert werden musste, wiederlegte dies die Hypothese, dass die
Reproduktion durch dieses Wirtshormon gesteuert werde. Zudem konnte bestatigt

werden, dass die Milbe bei A. cerana nur in Drohnenbrut zur Reproduktion féhig ist.

Die teilweise Infertilitdt von Varroa-Weibchen nach dem Eindringen in eine Brutzelle
wird von ROSENKRANZ & ENGELS (1994) als wirtsspezifischer Toleranzfaktor gegen
Varroose diskutiert. In Vergleichstets zwischen europdischen Honigbienen (EHB) und
der in Brasilien beheimateten afrikanisierten Honigbiene (AHB) ist erstmals eine
Toleranz gegen Varroose beschrieben worden. Solch eine Toleranz von A. mellifera war
seither nur von A. cerana bekannt. Die Infertilitatsrate lag bei den EHB bei 10-20 % in
Arbeiterinnenbrut, die AHB wurde mit Gber 50 % Infertilitdt dokumentiert (GARRIDO,
2004). Im Laufe der Zeit hat sich die Situation in Brasilien jedoch geandert und die Uber
Jahrzehnte lang konstante Milbenfertilitdt von V. destructor unterscheidet sich nicht
mehr von der bei européischen Honigbienen (ROSENKRANZ, 1999). Eine Behandlung
der afrikanisierten Bienen gegen Varroose ist aus bisher ungeklarten Griinden dennoch

nicht notwendig.

GARRIDO & ROSENKRANZ (2003) zeigten in einem Transferexperiment, dass sowohl
die Geschlechtsdetermination als auch die Reproduktion bei V. destructor durch
Wirtssignale gesteuert werden missen. Dazu wurden Milbenweibchen, die bereits
reproduziert hatten, aus verdeckelten Arbeiterinnenzellen entnommen und in frisch
verdeckelte Zellen mit L5 Larven eingesetzt. Der Reproduktionszyklus startete von
Neuem indem 77 % der Milben mit der Ablage eines mannlich determinierten Eies
begannen. Wurden die Weibchen hingegen in Zellen eingesetzt, die bereits einen zur
Puppe entwickelten Wirt beinhalteten, legten nur 6 % ein mannliches Ei.

Diese Umstdnde legten nahe, dass Wirtssignale unmittelbar mit der Aktivierung der
Oogenese in Verbindung standen. GARRIDO & ROSENKRANZ (2004) fihrten dazu
Laborversuche durch, die die Bedeutung der larvalen Duftstoffe als Trigger fur die
Varroa-Oogenese bestétigten. Mit einem Biotest konnte gezeigt werden, dass nicht nur
die lebendige L5 Larve eine Aktivierung ausloste, sondern auch ein Extrakt dieser
Larven mit Pentan. Dabei gab es keinen signifikanten Unterschied im Anteil aktivierter
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terminaler Oocyten zwischen Larve und Extrakt. Somit ist die Aktivierung der
Reproduktion eindeutig auf volatile cuticuldre Substanzen zuriickzufiihren. TOULLIER
& MiLANI (1999) arbeiteten ebenfalls mit Larvenduftstoffen, die sie zuvor jedoch
fraktioniert hatten. Sie fanden nach der Behandlung der Wirtslarve mit der polaren
Fraktion des Extrakts eine hohere Reproduktion der Varroa-Weibchen vor. Die
unpolare Fraktion hingegen hatte keinen Einfluss auf die Eiablage. Schliel3lich wurde
auch von GARRIDO (2004) eine Auftrennung des Extrakts mittels Festphasenextraktion
vorgenommen. Die polare Fraktion aktivierte dabei die Reproduktion in &hnlichem
MaRe wie der Gesamtextrakt. Dies bestatigt, dass sich die aktivierenden Substanzen flr

die Oogenese in der polaren Fraktion befinden.

1.5 Parasit-Wirt-Koevolution
Die winschenswerteste und nachhaltigste Alternative zur Behandlung waére eine

natlrliche Resistenz bzw. Toleranz unserer Honigbiene gegentiber V. destructor.

Vorbild ist die 6stliche Honigbiene A. cerana, der urspriungliche Wirt von V. destructor.
Sie zeigt verschiedene Anpassungen, die den Vermehrungserfolg der Milbe stark
einschranken. So kann sich der Parasit dort beispielsweise nur in Drohnenbrut
erfolgreich vermehren (KOENINGER, et al., 1981; DE JoONG, 1988). Befallene
Drohnenbrutzellen werden ausfindig gemacht und aufgefressen oder ausgerdumt.
Mehrfachbefallene Zellen werden regelrecht ,,eingesargt”, d.h. die infizierte Larve samt
Varroa-Milben werden in der Brutzelle dauerhaft eingeschlossen (RATH, 1999). Oft
werden auch phoretische Milben, die auf den Arbeiterinnen sitzen, entdeckt und durch
soziales Putzen, sog. ,,Grooming* direkt beseitigt (PENG, et al., 1987).

Durch diese Anpassungen befindet sich die Parasit-Wirt-Beziehung in einem stabilen
Gleichgewicht und das Bienenvolk trégt durch den Milbenbefall keinen Schaden davon
(ANDERSON, 1994). Bei den Bienenrassen der européischen Honigbiene fehlen diese
Eigenschaften ganz oder sind nur ansatzweise vorhanden. Die Tatsache, dass V.
destructor bei unserer heimischen Biene auch in Arbeiterinnenbrut reproduzieren kann,
maximiert deren Reproduktionserfolg und mindert die Uberlebenschancen der
Bienenvdlker (CALIS, et al., 1999).
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In der Vergangenheit wurden bereits mehrere Versuche unternommen, Bienenvolker der
europdischen Honigbiene auf o0.g. Anpassungen hin zu selektieren und gezielt zu
vermehren (HARBO & HARRIS, 2001, 2005). Zudem wurde auch tber naturliche
Selektion versucht, dieses Ziel zu erreichen (FRIES, et al., 2006; LE CONTE, et al., 2007;
SEELEY, 2007).

1.6 Varroa-Toleranz

Mit dem ,Bond Projekt* konnten FRIES, et al. (2006) zeigen, dass eine isolierte
Population von A. mellifera auf der schwedischen Insel Gotland durch naturliche
Selektion in der Lage ist, den Befall von V. destructor lber acht Jahre ohne Behandlung
zu Uberstehen. Dies deutet auf Anpassungen hin, die ein Uberleben des Wirtes mit dem
Parasiten ermdglichen. Auch SEeLEY (2007) berichtet von einer isolierten Population,
jedoch wilder Honigbienen im Arnot Forest, New York State, USA. Diese besteht schon
mehrere Jahrzehnte ohne Varroa-Behandlung. Ein Vergleich dieser Vélker mit einer
Carnica Kontrollgruppe ergab allerdings keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
eventueller Unterdriickung der Reproduktion von V. destructor. Seeley vermutet, dass
das stabile Parasit-Wirt-Verhéltnis auf einen weniger virulenten Varroa-Genotyp
zuruckzufihren ist. In Frankreich haben LE CONTE, et al. (2007) ebenfalls Bienenvolker
untersucht, die durchschnittlich 6,5 Jahre ohne Behandlung Uberlebt haben. Auffallig
war der signifikant geringere Honigertrag dieser VVolker im Vergleich zur behandelten

Kontrollgruppe.

Laut HARRIS & HARBO (2000) ist die unterdriickte Reproduktion von V. destructor ein
erbliches Merkmal bei A. mellifera und ein wichtiger Faktor fur die Varroa-Toleranz.
Sie stellten eine erhdhte Toleranz in bestimmten Zuchtlinien fest und begannen damit
Volker auf diesen Faktor hin zu selektieren. Die Toleranz wurde zunéchst auf eine
Senkung der Reproduktionsrate bei den Varroa-Milben zuriickgefuhrt (small mite
reproduction). Nach weiteren Jahren gezielter Zichtung, vermuteten HARBO & HARRIS
(2005) schlie3lich, dass ein ausgeprégtes Hygieneverhalten der SMR Bienen
wahrscheinlicher sei. Die Zuchtlinien waren offensichtlich in der Lage Brutzellen zu

erkennen und auszurdumen, die von reproduzierenden Milbenweibchen befallen waren.
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Bei einem Vergleich dieser vorselektierten Linien mit einer Kontrolle zeigte WELLER
(2008) jedoch, dass die SMR Gruppe nicht das halten konnte, was den Imkern seitens
ihrer Zichter (HARBO & HARRIS, 2005) versprochen wurde. Es konnte weder ein
ausgepragtes Hygieneverhalten bestatigt werden noch konnten die Bienen den
Milbenbefall deutlich niedriger halten als die Kontrollvélker. Die aus natlrlicher
Selektion hervorgegangene Gruppe aus dem ,,Bond Projekt*“ auf Gotland zeigte zwar
einen geringeren Zuwachs der Varroa-Population im Volk, wies aber hinsichtlich der
Milbenreproduktion kaum Unterschiede zur Kontrollgruppe auf. Die Werte der
Fertilitatsraten bei Drohnen- und Arbeiterinnenbrut lag in allen drei untersuchten
Gruppen zwischen 92 und 98 %. Bei der Anzahl der Milbennachkommen sind Werte
von 4,4 bis 4,8 in Drohnenbrut bzw. 3,2 bis 4,2 in Arbeiterinnenbrut festzuhalten. Diese
Zahlen decken sich mit Ergebnissen aktueller und friiherer Untersuchungen an A.

mellifera Volkern (ROSENKRANZ & ENGELS, 1994; MILANI, et al., 2004).

1.7 Zielsetzung

Fur das weitere Verstandnis der Varroa-Reproduktion sollen in dieser Arbeit
unterschiedliche A. mellifera Volker vergleichend betrachtet werden. Zudem soll die
Aktivierung der Varroa-Reproduktion durch Larvenduftstoffe in einem neuen Biotest in

situ bestéatigt werden.

= Hierzu sollen Drohnen- und Arbeiterinnenbrut vier verschiedener A. mellifera
Herkinfte hinsichtlich Fertilitdt und Fekunditdt von V. destructor untersucht
werden. Dazu gehdren A. m. carnica Kontrollvolker aus der lokalen
Hohenheimer Zuchtlinie, eine Kreuzung von Bienen aus dem ,,Bond Projekt*
auf Gotland mit der lokalen Hohenheimer Zucht in der zweiten Filialgeneration,
sowie A. m. mellifera und A. m. ligustica VVolker aus Reinzuchten.

= Diese neu gewonnenen Reproduktionsdaten sollen mit alten Daten verglichen
und hinsichtlich einer Zu- oder Abnahme der Fertilitat von V. destructor
betrachtet werden.

= Es soll festgestellt werden, in welchem Zeitraum die Varroa-Reproduktion nach
der Zellverdeckelung noch durch Wirtssignale aktiviert werden kann. Dazu

sollen in  verschiedenen  Zeitabstdinden nach der  Verdeckelung
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Arbeiterinnenbrutzellen kiinstlich mit Varroa-Milben infiziert und ausgewertet
werden.

Ergénzend soll in einem neuen Biotest bestatigt werden, dass die Varroa-
Reproduktion durch Duftstoffe der frisch verdeckelten Bienenlarve im Volk
selbst aktiviert werden kann. Dazu missen die aktivierenden Stoffe extrahiert
werden und zusammen mit einem Varroa-Weibchen kinstlich in eine bereits

verdeckelte Brutzelle eingesetzt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Standorte
Die Hohenheimer Versuchsvolker waren wéhrend des Untersuchungszeitraums an
unterschiedlichen Standorten (Abb. 5) aufgestellt.

¢ (Vg

m N

Abbildung 5: Geografische Lage der Versuchsvolker

Standort A zeigt die Landesanstalt fir Bienenkunde an der Universitdt Hohenheim, im
Weiteren als LAB bezeichnet, Standort B zeigt den Kurrenwald nahe Kemnat
(Ostfildern) und Standort C zeigt den Waldrand zwischen Plieningen und Scharnhausen
(Ostfildern). Der Radius in dem sich die Standorte befinden betragt ca. 1,5 km. Es
herrschten wahrend der Untersuchungen gute Trachtverhéltnisse und es musste kein

Futterteig oder Zuckersirup zugefuttert werden.

Der vierte Standort (D) befindet sich an der Sudspitze der Insel Gotland (Schweden) in
der Ostsee. Auch hier waren die Trachtverhéltnisse gut und es musste nicht zugefuttert
werden (FRIEs, et al., 2006).
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2.2 Volkerfuhrung

Die Bienenvolker in Deutschland standen wéhrend der Versuche unter Betreuung einer
ausgebildeten Tierwirtin der Fachrichtung Imkerei und wurden in der Hohenheimer
Einfachbeute gehalten (Zandermal3, Kaltbau).

In der Schwarmzeit von Mai bis Juli fanden wdochentliche Kontrollen auf mégliche
Schwarmzellen statt, welche bei Vorhandensein gebrochen wurden. Ableger wurden mit
zwei vollbesetzten Brutwaben aus dem Muttervolk, einer Futterwabe und zugesetzten
Leerréhmchen mit Mittelwanden gemacht. Wachsende Voélker hat man im Frihjahr mit
einer Zarge mit Mittelwé&nden erweitert und bei Bedarf im Spatsommer wieder

eingeengt.

Die Volker auf Gotland wurden im Jahr 1999 als isolierte Population etabliert. Nach der
Infektion mit Varroa-Milben wurden sie ohne imkerliche Eingriffe sich selbst
tiberlassen und konnten schwarmen. Uber mehr als sechs Jahre wurden die Volker dabei
uberwacht (FRIES, et al. 2006).

2.3 Tiermaterial

2.3.1 Bienen

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden insgesamt 33 verschiedene Volker der
westlichen Honigbiene (A. mellifera) untersucht. Dabei wurden verschiedene Herkiinfte
dieser Biene genauer betrachtet; A. m. carnica mit drei Versuchsvolkern aus einer
lokalen Hohenheimer Zuchtlinie, A. m. mellifera mit sieben Versuchsvélkern von einem
anerkannten Reinziichter aus Stiddeutschland, A. m. ligustica mit vier Versuchsvoélkern
aus einer Reinzucht aus Frankreich und sechs VVolker mit F, Hybriden aus dem ,,Bond
Projekt”. Die Kreuzung besteht aus einer Nachzucht von Koniginnen aus einer Uber
sechsjahrigen natirlichen Selektion, die sich mit Drohnen aus der lokalen Hohenheimer
Zuchtlinie (A. m. carnica) bis zur zweiten Filialgeneration (Go/F2) paaren konnten. Auf
Gotland vor Ort wurden sieben Volker der Parentalgeneration (Go/P) untersucht (FRIES,
etal., 2006).
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Fur die Einsetzversuche und die Beprobung mit larvalen Duftstoffextrakten wurden

ausschlieRlich A. m. carnica Volker aus der lokalen Hohenheimer Zucht verwendet.

Alle Vélker waren zum jeweiligen Beprobungszeitpunkt weiselrichtig und zeigten keine

Anzeichen von Krankheiten.

2.3.2 Milben

Phoretische Milbenweibchen der Art V. destructor wurden aus zuvor unbehandelten
Versuchsvolkern gesammelt und in kleinen Kunststoffgefaen bis zur Verwendung,
aber nicht langer als 30 min, aufbewahrt. Zum Absammeln der Milben wurden
Ammenbienen auf dem Brutnest optisch untersucht und bei Varroa-Befall mit einem
Erlenmeyerkolben eingefangen. Anschlie3end wurden die Bienen fiir wenige Sekunden
mit CO, (Kohlendioxid 3.5, 99,95 Vol. %, Sauerstoffwerk Friedrichshafen GmbH)
betdubt, die Milben mit einer Insektennadel aufgenommen und in das Kunststoffgefal
umgesetzt. Um eine ausreichend hohe Luftfeuchtigkeit zu gewéhrleisten, wurde den
Milben ein angefeuchtetes Papiertuch zugesetzt (GARRIDO & ROSENKRANZ, 2004). Der
Reproduktionsstatus der gesammelten Milben war nicht bekannt.

2.4 Ermittlung von Fertilitatsrate und Fekunditat

’s5 80 0%

a b C d e f g

Abbildung 6: Unterschiedliche Arbeiterinnenpuppen (A. m. ligustica) nach dem Stadium der Entwicklung
(Post-Verdeckelung) sortiert. a. Tag 3 (ww), b. Tag 4 (ww-bw), c. Tag 5 (bw), d. Tag 6 (bbl), e. Tag 8
(bb2), f. Tag 10 (bb3), g. Tag 12 (PA) Klassifizierung nach CzoppPELT & REMBOLD, 1970

Die Probenahme fir Drohnen bzw. Arbeiterinnenbrut gestaltete sich bei allen funf
Linien nach demselben Verfahren. Die Brutwaben aus dem Versuchsvolk wurden
stichprobenartig nach Puppen im Stadium von mehr als fiinf Tagen nach Verdeckelung
(Abb. 6: violette Augen und weilRer Korper) durchsucht. In diesem Stadium hat die

Milbe bereits ein bis zwei Eier abgelegt (IFANTIDIS, 1988). Nach der Entnahme einer
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geeigneten Wabe wurden die einzelnen Zellen im Arbeitsraum unter Verwendung einer
Kaltlichtleuchte (Schott KL 1500 LCD, 200 W) auf einfachen Milbenbefall hin
untersucht und protokolliert (Abb. 7). Dabei wurde zuerst die Puppe enthommen und
deren Entwicklungsstadium festgehalten. Sie wurde auf Kotflecken und auf aufsitzende
Milben samt Nachkommen Gberpriift. Die Zelle wurde anschlieRend ausgeleuchtet und
deren Inhalt bei Unklarheit unter dem Binokular betrachtet (Zeiss Stemi 2000-CS). Die
unterschiedlichen Milbenstadien (Muttermilben, Eier, Proto- sowie Deutonymphen und
mannliche Nachkommen) und deren Anzahl wurden notiert. Als fertil galten
Milbenweibchen, die mindestens ein Ei abgelegt hatten. Weibchen, bei denen keine
Nachkommen gefunden wurden, galten als infertil. Um die Anzahl der Nachkommen zu
errechnen, wurden nur Stadien nach dem 8. Tag (bb2) verwendet. Die Eiablage gilt
dann als beendet (GARRIDO, 2004). Nicht aufgenommen wurden Zellen, in denen sich
tote Milben befanden oder Zellen, die von der Groflen Wachsmotte (Galleria

mellonella) befallen waren.

2.4.1 Arbeiterinnenbrut

Die Untersuchung der Arbeiterinnenbrut in Deutschland fand im Zeitraum vom 07.08.
bis 17.10.2008 statt. Die Studien in Gotland gingen vom 11.08. bis zum 14.08.2008. Pro
Volk wurden mindestens 30 Zellen aufgenommen, welche einfach von Milben befallen

waren.

2.4.2 Drohnenbrut

Um (ber eine ausreichende Anzahl an Drohnenbrut zu verfligen, wurden in die
Versuchsvolker kurz nach der Auswinterung bis zu zwei gekennzeichnete Baurahmen
(Rahmen ohne Mittelwdnde) zugehdngt. Die Untersuchung der Drohnenbrut fand im
Zeitraum vom 30.05. bis 08.08.2008 statt. Pro Volk wurden nach Mdoglichkeit 30

einfachbefallene Zellen aufgenommen.
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Reproduktionsprotokoll

Kontrolldatum: Art der Brut:
Volk Nr.: Bienenrasse:

Puppe | Mutter | Eier Proto | Deuto | Tochter | méannl. | Kota.P." | Bem.

=
=

W00 B W=

S Streckmade bbl  braune Augen / leicht brauner Kérper
ww weille Augen / weiller Kdrper bb2  braune Augen / brauner Kérper

rw rote Augen / weilRer Kdrper bb3  braune Augen / dunkelbrauner Kérper
bw braune Augen / weier Kérper PA pharate Adult (kurz v. Schlupf)

! Kot auf Puppe

Abbildung 7: Protokoll zur Aufnahme von Reproduktionsdaten
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2.5 Aktivierung der Varroa-Reproduktion

Der Zeitraum, in dem V. destructor fahig ist, in Arbeiterinnenbrut zu reproduzieren,
wurde durch kinstliche Milbeninfektion ermittelt. Dazu wurden Brutzellen, die kurz vor
Verdeckelung standen, mit einem wasserfesten Folienstift auf transparenter
Overheadfolie (Impega® DIN A4) markiert. Nach 2-6 h wurde festgehalten, welche
Zellen verdeckelt waren. Anschlielend wurden zuvor gesammelte phoretische Milben
in 6 h Intervallen in diese eingesetzt. Der Zeitraum der Intervalle umfasste 0 bis 30 h

nach Zellverdeckelung. Fr jedes Intervall wurden 30 Zellen ausgewertet.

« "8l -

Abbildung 8: Zelldeckel wird vorsichtig gedffnet Abbildung 9: Einsetzen der Milbe (roter Pfeil)

Um die Milben in die Zelle einzusetzen, wurde der Zelldeckel mit einer Rasierklinge
vorsichtig geoffnet (Abb. 8). Dann wurde die Milbe mit einer Insektennadel
aufgenommen und in die Zelle abgestreift (Abb. 9). Das Kriterium ausreichender
Vitalitat der verwendeten Milben war, dass sie sich an der Nadel problemlos festhalten
konnten und bei dem Versuch, sie behutsam abzuschitteln nicht herunterfielen. Der
offene Zelldeckel wurde vorsichtig wieder angedrickt und bei Bedarf mit einem
Fremddeckel zusétzlich verschlossen. Es wurde stets darauf geachtet, dass die Milbe

nicht wieder aus der Zelle entweichen konnte.

Die Daten, die fir die Auswertung aufgenommen wurden, entsprechen dem in Punkt 2.4
beschriebenen Schema. Die Kontrolle der Zellen erfolgte acht bis neun Tage nach der
Préparation.
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2.6 Einsetzversuch mit larvalen Duftstoffen

2.6.1 Larvenextrakte
Fur die Extraktion bendétigte Larven im L5 Stadium wurden in weitgehend milbenfreien
Versuchsvolkern gesammelt. Arbeiterinnenbrutzellen wurden wie unter Punkt 2.5

markiert und im Falle einer Verdeckelung entnommen.

Die Préparation erfolge durch Offnen der Zelldeckel und behutsames Herausziehen der

Larven mit einer weichen Federstahlpinzette (siehe Abb. 10 und 11).

Abbildung 10: Gedffneter Zelldeckel mit L5 Larve Abbildung 11: Die Larve wird vorsichtig
herausgezogen

Anschliefend wurden die Larven auf ein saugfahiges Papiertuch gelegt, um eventuelle
Verletzungen durch Austritt von Hamolymphe zu registrieren und um einen natirlichen
Milbenbefall auszuschlie3en. Beschadigte und befallene Larven wurden verworfen und
maogliche Wachs- oder Futterreste entfernt. Nach dieser Kontrolle wurden die Larven zu
je zehn Stiick in verschlieBbare Rundkolben gegeben. Die Extraktion erfolgte fir 10
min bei Zimmertemperatur mit 5 ml Pentan (Uvasol, Roth GmbH), welches die Larven
vollstéandig bedecken konnte (AUMEIER, et al., 2002). Nach angegebener Zeit wurde der
Extrakt in ein Reagenzglas tberfihrt und dort mit Stickstoff (Technische Qualitét 4.6,
99,996 Vol. %, Sauerstoffwerke Friedrichshafen GmbH) auf ca. 1 ml eingeengt. Um
ungewollte Ausdunstung zu vermeiden, wurde der Extrakt in eine Gewindemikroflasche
(1,12 ml) pipettiert und weiter auf 4 pl eingeengt, sodass sich in 1 pl Extrakt ca. 2,5
Larvendquivalente befunden haben. Der Extrakt wurde entweder sofort weiter
verwendet oder bei -20 °C im Gefrierschrank aufbewahrt.
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2.6.2 Einsetzen mit Larvenextrakt

Das Einsetzen der Milben wurde wie in Punkt 2.5 beschrieben durchgefuhrt. Mit der
Beschrankung auf Zellen die bereits 24 h verdeckelt waren. Zuséatzlich wurde entweder
der Larvenextrakt oder die Losungsmittelkontrolle in die Zelle eingebracht. Hierzu
wurden vor dem Einsetzen der Milbe 2 pl Extrakt (entspricht 5 Leq) bzw. 2 pl
Losungsmittel in eine Injektionsspritze aufgezogen (Microliter Syringes, 10 pl,
Hamilton) und auf die Larve aufgetragen. Um einer Repellentwirkung des
Losungsmittels vorzubeugen, wurde bis zu 2 min gewartet, bevor mit dem Einsetzen
begonnen wurde. Die Spritze wurde vor jeder Verwendung mehrfach mit Pentan

gespult.

Die Daten, die flr die Auswertung aufgenommen wurden, entsprechen dem in Punkt 2.4
beschriebenen Schema. Die Kontrolle der Zellen erfolgte acht bis neun Tage nach der
Préparation. Fur die statistische Analyse wurden die Reproduktion mit ja (1) und die
Nicht-Reproduktion mit nein (0) festgehalten.

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit WIinSTAT (R. Fitch Software, Bad
Krotzingen) und Microsoft® Excel 2007. Einzelne Analysen wurden zudem mit SPSS
Version 11.0 (SPSS GmbH Software, Miinchen) geprift und bestatigt.

Zur Feststellung von Abweichungen innerhalb einer Gruppe sowie signifikanten
Unterschieden zwischen den verschiedenen Linien wurden die Fertilitatsraten aus Punkt
2.4 einer univariaten Varianzanalyse (ANOVA) unterzogen. Da vom F-Test der
Varianzanalyse nicht getestet wird, welche Gruppenmittelwerte sich voneinander
unterscheiden, wurden zur Klarung nachfolgende Mittelwertvergleiche herangezogen.
Es lagen ungleiche Stichprobengruppen vor, die Testmethode fiel daher auf die
Bonferroni Korrektur (p = 0,05), ein modifizierter LSD Test (WERNER, 2004). Um
Gemeinsamkeiten festzustellen, wurden die ermittelten Werte im Einsetzversuch unter
Punkt 2.5 einer Spearman Rangkorrelation unterzogen und die unabhéngigen
Verteilungen aus Punkt 2.6 wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante

Unterschiede hin tberprift.
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3 Ergebnisse

3.1 Varroa-Reproduktion

Als MaR fir die Fertilitat der Varroa-Weibchen aus Drohnen- und Arbeiterinnenbrut
wurde der prozentuale Anteil an nicht reproduzierenden Muttermilben in Brutzellen mit
Einfachbefall angegeben. Bei Vdélkern mit geringem Milbenbefall wurden bis zu drei
Kontrollen durchgeftihrt. Die Anzahl der Nachkommen wurde nur bei einfachbefallenen
Brutzellen ausgewertet, bei denen die Puppe mindestens 18 Tage alt war (Stadium bb2).

Es wurden unabhéngig vom Entwicklungsstadium alle Milbennachkommen gezéhlt.
3.1.1 Arbeiterinnenbrut

3.1.1.1 Fertilitat

Die wenigsten reproduzierenden Milben in Arbeiterinnenbrutzellen (Tab. 1) wurden mit
einem Anteil von 77,5 % (x 12,9) bei den Gotland F2 Hybriden gefunden. Gefolgt von
den Volkern Carnica mit 82,2 % (x 1,9), Mellifera mit 88,9 % (x 16,4) und Go/P mit
89,4 % (£ 9,4). Den hochsten Anteil an fertilen Milbenweibchen hatten die
Ligusticavolker mit 95,8 % (z 4,2). Eine Varianzanalyse der Mittelwerte ergab keine
signifikanten Unterschiede in der Fertilitdt zwischen den Rassen (p > 0,05, ANOVA).

Tabelle 1: Prozentualer Anteil an reproduzierenden Milben in Arbeiterinnenbrut (Einzelbefall) mit
Gruppenmittelwerten, Standardabweichung und der Gesamtzahl an ausgewerteten Zellen (n). Die Gotland
F2 Vélker zeigen den geringsten Anteil an fertilen Milben, es folgen die Rassen Carnica, Mellifera und die
Gotland Parentalgeneration. Die Ligustica Volker haben den hdchsten Anteil an fertilen Varroa-Milben. Es
finden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Rassen.

Volk Linie Fertilitat (%) MW (%)  STABW (%) Zellen gesamt (n)
250 Carnica 80,0

291 Carnica 83,3 82,2 1,9 90
400 Carnica 83,3

31 Mellifera 100,0

30 Mellifera 69,9 88,9 16,4 91
281 Mellifera 96,7

354 Ligustica 96,7

20 L?gust?ca 96,7 95.8 42 120
325 Ligustica 90,0

22 Ligustica 100,0
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Volk Linie Fertilitat (%) MW (%)  STABW (%) Zellen gesamt (n)
1001 Go/P 76,5

203 Go/P 96,2

601 Go/P 83,4 89 4 9.4 175
901 Go/P 96,7

206 Go/P 100,0

702 Go/P 88,0

127 Go/F2 90,0

253 Go/F2 76,6 775 12,9 120
94 Go/F2 83,3

130 Go/F2 59,9

3.1.1.2 Fekunditat

Die Nachkommen pro Milbenweibchen in Arbeiterinnenbrutzellen sind in Tab. 2
dargestellt. Die Bienen aus dem ,,Bond Projekt”“ und die Rasse A. m. ligustica haben
durchschnittlich die meisten Nachkommen, die F, Generation aus Gotland und die
Carnica Volker haben die wenigsten. Es finden sich keine signifikanten Unterschiede in

der Nachkommenzahl zwischen den verschiedenen Gruppen (p > 0,05, ANOVA).

Tabelle 2: Durchschnittiche Anzahl der Nachkommen von Varroa-Weibchen in einfachbefallenen
Arbeiterinnenbrutzellen acht Tage nach Zellverdeckelung (bb2). Werte in jeder Zeile gefolgt von gleichen
Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (n.s.) voneinander. Die wenigsten Nachkommen pro
Milbenweibchen haben die Carnica und die Go/F,, die meisten Nachkommen finden sich bei den Ligustica
und Go/P Vdélkern.

Nachkommen Arbeiterinnenbrut

MW + STABW
Carnica 3,3+0,2 A
n=90
Mellifera 34+0,1 A
n=91
Ligustica 41+0,4 A
n=120
Go/P 41+£05 A
n=175
Go/F2 3,3+0,8 A
n=120
ANOVA n.s.
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3.1.2 Drohnenbrut

3.1.2.1 Fertilitat

Die wenigsten reproduzierenden Milben in Drohnenbrutzellen wurden mit einem Anteil
von 78,7 % (x 8,1) bei den Gotland F2 Hybriden gefunden. Gefolgt von den Carnica
Volkern mit 79,3 % (£ 22,8). Den hochsten Anteil an fertilen Milbenweibchen hatten
die Mellifera Volker mit 82,8 % (+ 11,7). Eine Varianzanalyse der Mittelwerte ergab
keine signifikanten Unterschiede in der Fertilitdit zwischen den Rassen (p > 0,05,
ANOVA).

Tabelle 3: Prozentualer Anteil an reproduzierenden Milben in Drohnenbrut (Einzelbefall) mit
Gruppenmittelwerten, Standardabweichung und der Gesamtzahl an ausgewerteten Zellen (n). Die Gotland
F. Volker zeigen den geringsten Anteil an fertilen Milben, es folgt die Linie Carnica. Die Mellifera Volker
haben den hdchsten Anteil an fertilen Varroa-Milben. Es finden sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Rassen.

Volk Linie Fertilitat (%) MW (%)  STABW (%) Zellen gesamt (n)
291 Carnica 88,0
250 Carnica 96,4 79,3 22,8 68
400 Carnica 53,3
1 Mellifera 86,7
Mellifera 92,3
4 Mellifera 91,7
30 Mellifera 61,1 82,8 11,7 179
31 Mellifera 73,1
290 Mellifera 90,9
281 Mellifera 84,2
22 Ligustica 75,0
354 L?gust?ca 75,0 58 6* 18,9 51
101 Ligustica 41,7
325 Ligustica 429
359 Go/F2 69,2
253 Go/F2 85,3
130 Go/F2 88,2 78,7 8,1 141
141 Go/F2 72,5
94 Go/F2 78,4

*) Bemerkung: Aufgrund des spéaten Einweiselungszeitpunktes und des hohen Milbenbefalls der
Drohnenbrut war es nicht moglich von den Volkern der Rasse A. m. ligustica eine ausreichende Anzahl an
einfachbefallenen Brutzellen aufzunehmen. Pro Ligustica-Volk wurden durchschnittlich zwolf auswertbare
Zellen gefunden.
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3.1.2.2 Fekunditat

Aufgrund einer bereits sehr hohen Befallsrate der Drohnenbrut in allen VVolkern, war es
nicht moglich das in Punkt 2.4 beschriebene Stadium bb2 (acht Tage nach
Zellverdeckelung und spéter) fur die Errechnung der Fekunditat heranzuziehen. Um
ausreichend einfachbefallene Zellen fur die jeweiligen Gruppenmittelwerte zur
Verfligung zu haben, wurde ab dem Stadium bw, also bereits vier bis fiinf Tage nach
Verdeckelung, gezéhlt. Dieser Umstand erklart die vergleichsweise geringe

Nachkommenzahl in der Drohnenbrut.

Die Nachkommen pro Milbenweibchen in Drohnenbrutzellen sind in Tab. 4 dargestellt.
Die geringste Nachkommenzahl haben A. m. mellifera und die F, Generation aus
Gotland, die meisten Nachkommen hat die Linie A. m. carnica. Es finden sich keine
signifikanten Unterschiede in der Fekunditat zwischen den verschiedenen Rassen (p >
0,05, ANOVA).

Tabelle 4: Durchschnittiche Anzahl der Nachkommen von Varroa-Weibchen in einfachbefallenen
Drohnenbrutzellen vier bis funf Tage nach Zellverdeckelung (bw). Werte in jeder Zeile gefolgt von gleichen
Buchstaben unterscheiden sich nicht signifikant (n.s.) voneinander. Die wenigsten Nachkommen pro
Milbenweibchen haben die Mellifera und die Go/F,, die meisten Nachkommen finden sich bei den Carnica
Volkern.

Nachkommen Drohnenbrut

MW + STABW
Carnica 2,7+0,9 A
n=68
Mellifera 26+0,8 A
n=179
Ligustica 22+1,3* A
n=51
Go/F2 2,6+0,5 A
n=141
ANOVA n.s.

*) Bemerkung: Aufgrund des spéaten Einweiselungszeitpunktes und des hohen Milbenbefalls der
Drohnenbrut war es nicht mdglich von den Volkern der Rasse A. m. ligustica eine ausreichende Anzahl an
einfachbefallenen Brutzellen aufzunehmen. Pro Ligustica-Volk wurden durchschnittlich zwolf auswertbare
Zellen gefunden.
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Um die Anzahl an Nachkommen bei Drohnen- und Arbeiterinnenbrut dennoch
miteinander vergleichen zu kdénnen, wurden aus der Gotland F, Generation elf
Brutzellen von Drohnen und 30 Brutzellen von Arbeiterinnen im selben Puppenstadium
(bb2) ausgewertet. Bei den anderen Rassen war dies nicht moglich, da sich zu wenige

Drohnenbrutzellen in diesem Stadium befunden haben.

Die Werte der durchschnittlichen Anzahl an Nachkommen in Tab. 5 zeigen auf der
Seite der Drohnenbrut 1,3 Nachkommen mehr als in der Arbeiterinnenbrut. Dieser
Unterschied ist hochsignifikant (p < 0,01, U-Test).

Tabelle 5: Vergleich der durchschnittichen Anzahl der Nachkommen von Varroa-Weibchen in
einfachbefallenen Drohnen- und Arbeiterinnenbrutzellen acht Tage nach Zellverdeckelung (bb2). In der
Drohnenbrut sind ca. 1,3 Nachkommen pro Muttermilbe mehr zu finden als in Arbeiterinnenbrut.

Geschlecht Linie Stadium  Zellen ges. (n) Anzahl NK  Durchschnitt
Drohnen Go/F2 bb2 11 49 45
Avrbeiterinnen Go/F2 bb2 30 95 3,2

3.2 Aktivierung der Varroa-Reproduktion

Der Verlauf der Reproduktion ist in Abb. 12 zu sehen. Er zeigt, dass die Fertilitdt mit
zunehmendem Abstand zum Verdeckelungszeitpunkt immer weiter abnimmt. Bei frisch
verdeckelten Zellen (0 h) entsprechen die Werte fur die Fertilitdt einem natdrlichen
Milbenbefall von ca. 85 % wie in Punkt 3.1.1 dargestellt. Bereits nach 24 h erliegt die
Reproduktion fast vollstandig und befindet sich nur noch bei ca. 7 %.

Je spéater das Milbenweibchen nach der Zellverdeckelung eingesetzt wurde, desto
haufiger befand sich auch Kot auf der Puppe. Vergleicht man die zunehmende
Infertilitdt der Milbenweibchen und die steigende Haufigkeit von Milbenkot auf der
Puppe miteinander, ergeben sich ein positiver Korrelationskoeffizient von 0,88 und ein
p-Wert von 0,0094. D.h. die beiden Parameter sind hochsignifikant miteinander
korreliert (p < 0,01, SPEARMAN).
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== Kot auf Puppe  —=Fertile Milbenweibchen
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Zeit nach Zellverdeckelung

Abbildung 12: Die Fertilitdt (%) der Varroa-Weibchen nimmt mit zunehmendem Zeitintervall nach
Zellverdeckelung ab (0-30 h), parallel dazu findet man immer haufiger Kot auf der Puppe. Die Gesamtzahl
der ausgewerteten Zellen betragt n=182.

3.3 Einsetzversuch mit larvalen Duftstoffen

Die Fertilitat der Varroa-Weibchen steigt bei der Behandlung mit dem Duftstoffextrakt
(5 Leq) deutlich an, wie in Abb. 13 zu erkennen ist. Sie ist etwa zehnmal héher als bei
der Behandlung mit reinem Losungsmittel (Kontrolle) und liegt bei ca. 37 %. Die
Kontrollgruppe hingegen bleibt auf dem Niveau nicht reproduzierender
Milbenweibchen, dahnlich der Fertilitatsrate aus Punkt 3.2 die bei ca. 6 % liegt (24 h
nach Verdeckelung). Dieser Unterschied ist signifikant (p < 0,01, U-Test).

A
40% - n=24
£ 30% -
@
® 20%
T B
£ 10% - n=26
O% I T 1
5 Leq Kontrolle

Abbildung 13: Vergleich Larvenextrakt und Kontrollgruppe mit der Gesamtzahl (n) an ausgewerteten
Zellen u. Fertilitatsrate (%). Die Behandlung mit dem Duftstoff zeigt eine deutliche Zunahme der
Reproduktion gegeniiber der Kontrollgruppe. Saulen gefolgt von unterschiedlichen Buchstaben
unterscheiden sich signifikant voneinander (p < 0,01, U-Test).
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3.4 Vergleichende Darstellung der Einsetzversuche
Um einen Uberblick der verschiedenen Behandlungen und deren Einfliisse zu
bekommen, werden in Abb. 14 Ergebnisse zu den Einsetzversuchen zusammenfassend

und vergleichend dargestellt.

A A
|7 - -
90% n=30 n=30
80% -
70% -
60% -
2 C
S 50% -
i n=24
T 40% -
()]
[N
30% -
20% - B B
4 =30
10% " n=26
Natrliche Oh nach 24h nach 24h + Pentan 24h +5 Leq
Reproduktion Verdeckelung Verdeckelung (Kontrolle (Larvenextrakt)
(Kontrolle) (eingesetzt) (eingesetzt) Losungsmittel)

Abbildung 14: Vergleichende Darstellung aller Behandlungen mit der Gesamtzahl an ausgewerteten
Zellen (n). Die Fertilitatsrate (%) beim Einsetzen unmittelbar nach der Verdeckelung (Oh) entspricht der
nattrlichen Reproduktion. Nach 24h kommt diese beinahe zum Erliegen. Das Lésungsmittel Pentan hat
beim Einsetzen nach 24h keinen Einfluss auf die Reproduktion. Wird allerdings der Larvenextrakt
appliziert, nimmt die Reproduktion wieder deutlich zu. Saulen gefolgt von unterschiedlichen Buchstaben
unterscheiden sich signifikant voneinander (p < 0,01, U-Test).

Das Schaubild verdeutlicht, dass die Fertilitatsrate der Milbenweibchen beim Einsetzen
direkt nach Zellverdeckelung (0 h) der natiirlichen Reproduktion entspricht. Sie betragt
ca. 85 %. Bereits 24 h spater ist der Anteil an fertilen Milben auf unter 10 % gesunken.
Wird beim Einsetzen der Milben nach 24 h das Losungsmittel Pentan als
Kontrollsubstanz mit hinzugegeben, kann keine Anderung festgestellt werden.
Appliziert man allerdings den Larvenextrakt in die Brutzelle, nimmt die Reproduktion

von V. destructor signifikant zu.
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4 Diskussion

4.1 Methodenkritik

4.1.1 Probennahme

In der Drohnenbrut war bereits im Frihsommer ein massiver Milbenbefall zu
verzeichnen. Erklarbar ist dieser Effekt durch die etwa acht Mal héhere Praferenz der
Milbe fiir Drohnenzellen (FucHs, 1990). Wie bereits beschrieben, ist auch die Zeit, in
der die Zelle fur die Milbe attraktiv ist um befallen zu werden etwa doppelt so lange wie
fir Arbeiterinnenbrutzellen (CALDERONE, et al.,, 2002). Diese Zusammenhénge
machten es sehr schwierig, eine entsprechende Anzahl an einfachbefallenen
Drohnenzellen auszuwerten. Bei der Rasse A. m. ligustica war der Befall so hoch, dass
flr die Drohnenbrut keine ausreichende Zahl an einfachbefallenen Zellen aufgenommen

werden konnte.

Zusétzlich erschwerend wirkte der hohe Milbendruck von aulRen. Da die Volker meist
zu groBReren Gruppen an den jeweiligen Standorten sehr dich beieinander aufgestellt
waren, keine Varroa-Behandlung durchgefiihrt und auch keine Drohnenbrut
ausgeschnitten wurde, begulnstigte dies die Bedingungen fir die Verschleppung von V.

destructor in umliegende Volker.

4.1.2 Varroa-Reproduktion

Fur die Auswertung herangezogene Parameter zur Bestimmung der Reproduktion von
V. destrucor wird in vielen wissenschaftlichen Publikationen unterschiedlich dargestellt
(CORREA-MARQUES, et al., 2003). Dies flihrt zu Ergebnissen, die moglicherweise nicht
vergleichbar sind. Die Parameter in dieser Untersuchung waren eindeutig definiert und
sind dadurch leicht zu reproduzieren. Fir die Fertilitatsrate wurden nur Milben als
infertil aufgenommen, die keine Eier legten. Dabei galten alle Weibchen als fertil, die
mindestens ein Ei abgelegt hatten. Eine Einteilung dariber hinaus wére mit einem
weitaus groReren Zeitaufwand verbunden, der im Rahmen dieser Diplomarbeit nicht
durchfuhrbar gewesen ware. Um z.B. die Reproduktionsraten bestimmen zu kdnnen,
also die fertilen Nachkommen pro Muttermilbe, ware eine kontinuierliche Aufnahme

des Entwicklungsstadiums der Brutzellen erforderlich gewesen. Jedoch sind auch E.
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FREY (personl. Mitteilung, Jul. 2008) und I. FRIES (persdnl Mitteilung, Aug. 2008) der
Auffassung, dass die Definition fir nicht reproduzierende Milbenweibchen weiter
differenziert werden sollte. Bisher wird nur mit einem einfachen Ja/Nein Kriterium fur
fertil/infertil unterschieden. In eine weitere Differenzierung konnten Kiriterien
einflieBen, wie z. B. die verspatete Eiablage oder das Fehlen von mannlichen
Nachkommen. Legt das Weibchen die Eier verspatet ab, reicht die Entwicklungszeit in
der Zelle nicht mehr aus, dass die Tochtermilben ein adultes Stadium erreichen und
befruchtet werden kénnen. Ebenso verhélt es sich wenn kein méannliches Nachkommen
in der Zelle auffindbar ist. Aus diesen Zellen gehen keine fertilen Tochtermilben hervor.
Die Muttermilben wéren also mit ganzlich infertilen Weibchen gleichzusetzen - werden
aber in dieser Auswertung als fertil gewertet. Eine Erweiterung auf diese Kriterien
konnte dazu beitragen, eine realistischere Fertilitatsrate widerzuspiegeln und zusatzliche
Unterschiede zwischen den verschiedenen Bienenherkiinften zu erfassen. Zur Erfassung
der Fekunditat wurden nur Brutzellen mit 18 Tage alten Puppen und alter herangezogen.
Nach dieser Zeit ist sichergestellt, dass die Muttermilbe die Eiablage beendet hat und

alle moglichen Nachkommen aufgenommen werden kdnnen (GARRIDO, 2004).

4.1.3 Einsetzversuch mit larvalen Duftstoffen

Die Steuerung der Reproduktion durch larvale Duftstoffe im Bienenvolk erfolgt mittels
Manipulation von Brutzellen. Kinstlicher Milbenbefall durch Einsetzen von Milben in
nicht befallene Arbeiterinnen- und Drohnenzellen stellt eine zuverldssige Methode dar,
um die Milbenreproduktion in vivo zu untersuchen. In Verbindung mit den in dieser
Arbeit verwendeten Losungsmittel-Extrakten erkennen die Bienen unter Umstanden die
Fremdstoffe und fressen die ,,fremd riechenden* Larven aus. Die Ausfressrate belduft

sich dabei im Mittel auf etwa 50 %.

Zur Vermeidung solcher Probleme waére ein Absperrgitter oder Kafig auf der Brutwabe
vorstellbar, welcher die Ammenbienen davon abhdlt die manipulierten Zellen
auszufressen. Ein erster Prototyp kam auch in dieser Arbeit zum Einsatz, jedoch nur mit
maRigem Erfolg. Als weiteren Ansatz kénnte man die manipulierten Waben erst einige

Zeit im Brutschrank belassen, um sicher zu stellen, dass das Losungsmittel verdunsten
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kann. Fur zukinftige Experimente sollten solche Verbesserungen der Extrakt

Applikation zuvor geprift werden.

4.2 Varroa-Fertilitat im Vergleich

In der umfangreichen Untersuchung von Milben-Fertilitdt und -Fekunditat der vier
verschiedenen A. mellifera Herklnfte konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden. Der niedrigste Anteil an nicht reproduzierenden Varroa-Milben
konnte in der Drohnen- und auch in der Arbeiterinnenbrut bei den F, Hybridvolkern
nachgewiesen werden. Auch die Anzahl der Nachkommen war hier am geringsten. Die
Parentalgeneration aus Gotland wies hingegen im Gruppenmittel eine héhere Milben-
Fertilitat in der Arbeiterinnenbrut auf. Auch die Nachkommenzahl war im Vergleich zur

F, Generation hoher.

Mit Werten zwischen knapp 80 bis 95 % bei Arbeiterinnenbrutzellen und 79 bis 83 %
bei Drohnenbrutzellen decken sich die Ergebnisse mit den Literaturwerten. So fanden
BooT, et al. (1995), MARTIN, (1994), und MEDINA & MARTIN (1999) in ihren
Untersuchungen eine einheitlich hohe Fertilitit von Gber 80 %. Auch altere
Hohenheimer Daten bestétigen diese Werte (P. ROSENKRANZ, pers. Mitteilung, 2009)
Jungere Publikationen von AL-ATTAL (2006) und WELLER (2008) dokumentieren sogar
Werte von Uber 90 % reproduzierender Milben. Auch bei den Varroa-toleranten
afrikanisierten Honigbienen in Brasilien wird ein Anstieg der Milben-Fertilitat
verzeichnet (GARRIDO, 2004). Hierzulande erfolgte also in den letzten 20 Jahren keine
Abnahme der Fertilitat, selbst die Gotlandvolker aus Uber sechs Jahren naturlicher
Selektion wiesen keine Verringerung auf. Es stellt sich also die Frage, warum es der
Wirt nicht schafft sich entsprechend an die Milben anzupassen. Eine Erklarung kénnte
das Eingreifen der Imker wie z.B. durch das Verhindern des Schwérmens oder die
Bekampfung der Varroose sein. Den Bienen bleibt kaum eine Madglichkeit sich auf
nattirlichem Wege an die Milbe anzupassen und die Volksentwicklung wird dadurch
wesentlich beeinflusst, da diese MaRnahmen den Selektionsdruck senken. Aber selbst
die knapp siebenjéhrige natirliche Selektionsphase auf Gotland scheint fur die Bienen
nicht lange genug gewesen zu sein, um sich nachhaltig an die Varroa-Milbe

anzupassen. Auch in Brasilien scheint der Selektionsdruck auf die Fertilitat nicht hoch
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genug zu sein, daflr spricht die dortige Zunahme an fertilen Milbenweibchen. Da die
brasilianischen Voélker jedoch nach wie vor nicht behandelt werden missen, spielen

mdoglicherweise andere Faktoren eine Rolle, die man bisher nicht ndher betrachtet hat.

Im Hinblick auf die von WELLER (2008) gesammelten Daten konnte auch in dieser
Untersuchung gezeigt werden, dass die Varroa-Milbe in Drohnenbrutzellen rund 1,3
Nachkommen mehr produziert als in Arbeiterinnenbrut. Das kann auf die héhere
Attraktivitat der Drohnenzellen zurtickgefiihrt werden (CALDERONE, et al., 2002), sie
bieten der Milbe eine etwa 2 bis 3 Tage ldngere Verdeckelungszeit und damit einen
entscheidenden Entwicklungsvorteil. Da die Reproduktion unter hohem Zeitdruck

ablauft, ist sie ein ausschlaggebender Faktor fiir den Vermehrungserfolg der Milbe.

WELLER (2008) fand in der Arbeiterinnenbrut eine signifikant geringere Anzahl an
Nachkommen der Gotland F, Hybriden gegenuiber der Kontrolle und den SMR Vélkern.
Ich habe dies nochmals Uberpriuft. So hatte in meiner Untersuchung die Nachzucht aus
Gotland sowohl in Drohnen- als auch in Arbeiterinnenbrut zwar die geringste Anzahl an
Nachkommen, jedoch konnte ich keinen signifikanten Unterschied zu den anderen
Gruppen bestétigen. Inwieweit die Fekunditét als Toleranzfaktor eine Rolle spielt lasst
sich nicht beurteilen. Es musste durch kinstliche Infektion von Brutzellen exakt
festgehalten werden, wie hoch die Anzahl an Nachkommen der jeweiligen Linien zum
selben Zeitpunkt ist.

Etwas unerwartet waren die Ergebnisse der Untersuchung an der urspringlichen
Population der Bienen aus dem ,,Bond Projekt* auf Gotland. Diese zeigten im Vergleich
mit den Volkern aus Deutschland weder einen Unterschied in der Fertilitatsrate noch in
der Anzahl der Nachkommen. Die Fertilitdt war mit knapp 90 % des Gruppenmittels
sogar sehr hoch. Der Anteil an nicht reproduzierenden Milben wird oft als wichtiger
Faktor fir die Toleranz gegenuber V. destructor betrachtet (ROSENKRANZ, 1999;
HARBO & HARRIS, 2001; MEDINA, et al., 2002). Bei den Gotlandvélkern ist die
Varroa-Fertilitdit wohl nicht der entscheidende Faktor dafur. Mdglicherweise ist die
Variabilitdt der Population groBer als bei anderen Herkunften, zukilnftige
Untersuchungen sollten sich daher mehr auf Einzelvolker als auf die Gesamtpopulation
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konzentrieren. AulRerdem sollte die Bedeutung der Fekunditat im Bezug auf Varroa-

Toleranz naher betrachtet werden.

Vorstellbar ware aber auch eine Anpassung von Parasit und Wirt an die isolierten
Bedingungen der Insel. Da der Generationswechsel von V. destructor weitaus schneller
erfolgt als bei A. mellifera ist dies in Betracht zu ziehen. Die Anpassung kdnnte vom
Parasiten dahingehend erfolgt sein, dass sich der Reproduktionserfolg Gber die Jahre auf
einem gleichbleibenden Niveau eingependelt hat. Der Wirt hingegen kdnnte sich so
adaptiert haben, dass er mit einem relativ hohen Milbenbefall Gberleben kann. Wie von
RENZ (2003) und ScHNELL (2007) bereits beobachtet wurde, fiihrt die geringe
Volksstarke der Gotlandvolker nach dem Auswintern schon im Vorfeld zu einem

verringerten absoluten Milbenbefall.

4.3 Aktivierung der Varroa-Reproduktion im Biotest

In den Versuchen mit kinstlich infizierten Brutzellen konnte gezeigt werden, dass die
Anzahl an reproduzierenden Milben mit steigendem Zeitintervall nach Zellverdeckelung
klar abnimmt. So entspricht die Fertilitatsrate der Varroa-Milben nach dem Einsetzen in
eine frisch verdeckelte Brutzelle der eines natirlichen Befalls. Setzt man sie jedoch erst

24 h nach Verdeckelung in die Zelle, erliegt die Reproduktion fast vollstandig.

GARRIDO (2004) hat bei Milbenweibchen, die 14 h nach Verdeckelung eingesetzt
wurden, eine Fertilitatsrate von weniger als 50 % dokumentiert. Dieser Wert konnte
auch in der vorliegenden Studie bestatigt werden. Das bedeutet, dass V. destructor nach
dem Eindringen in eine bereits verdeckelte Brutzelle nur noch fir einen relativ kurzen
Zeitraum féhig ist, die Oogenese zu aktivieren und in die Phase der Eiablage zu
gelangen. Nach 24 h haben sich die aktivierenden Signale so verandert, dass die Milbe

nicht mehr reproduzieren kann.

Die Laborversuche von GARRIDO & ROSENKRANZ (2004) zur Aktivierung der
Reproduktion bestatigten bereits, dass Duftstoffe der L5 Larvencuticula dabei eine
entscheidende Rolle spielen. Mit der Erkenntnis, dass 24 h nach Verdeckelung
eingesetzte Milbenweibchen nicht mehr in der Lage sind zu reproduzieren wurde im

neuen Biotest der Duftstoffextrakt gezielt auf die offensichtlich nicht mehr aktivierende
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Bienenlarve aufgebracht. Die Fertilitat stieg nach der Behandlung wieder deutlich an
und unterschied sich signifikant von der Loésungsmittelkontrolle. Damit konnte mit
diesem neuen Ansatz erstmals bestétigt werden, dass larvale Duftstoffe auch in situ die
Varroa-Reproduktion aktivieren.

Diese Ergebnisse aus dem Biotest bekréftigen die Hypothese, dass Wirtsfaktoren fur die
Steuerung der Oogenese bei V. destructor ausschlaggebend fir den Reproduktionserfolg
seien muissen. Hat die Milbe eine passende Brutzelle gefunden, wechselt sie von der
Phoretischen- in die Reproduktionsphase. Dieser Moment stellt einen entscheidenden
Schritt in der Reproduktionssteuerung dar. Als Trigger fir Aktivierung des Brutzyklus
sind larvale Duftstoffe verantwortlich (GARRIDO, 2004). Die Arbeiterinnenbrutzelle ist
fir die Milbe etwa 20 h vor der Zellverdeckelung attraktiv (CALDERONE, et al., 2002).
In diesem Zeitraum werden gezielt nur die L5 Larven befallen, d.h. die Varroa-
Weibchen mussen das geeignete Larvenstadium bei der Wirtsfindung erkennen kénnen
(IFANTIDIS & ROSENKRANZ, 1988). Die Milben nutzen somit das altersabhéngige
Duftstoffbouqet der Larve, da sie nur L5 Stadien befallen (AUMEIER, et al., 2002).
Dadurch ist gewdbhrleistet, dass die Oogenese schnellstmdglich aktiviert wird. GARRIDO
(2004) vermutet hinter diesen Erkenntnissen eine Anpassung an die sehr kurze
Zeitspanne, die V. destructor v.a. in der Arbeiterinnenbrut fir die Reproduktion zur

Verfligung steht.

Hinsichtlich dieser raschen Initiation der Oogenese nach dem Eindringen in die
Brutzelle konnte ich zeigen, dass die Aktivierung vermutlich ausbleibt, sobald die
restliche Reproduktionszeit nicht mehr ausreicht um adulte Nachkommen zu
produzieren. Fertile Milbenweibchen beginnen offenbar gar nicht erst damit Eier zu
legen, wenn keine ausreichende Verdeckelungszeit mehr gegeben ist. Dies wirde zum
Einen die Energiereserven der Milbe schonen, indem sie erst gar keine Eier legt bzw.
bereits vorhandene Oozyten wieder einschmilzt (STEINER, et al., 1995). Zudem setzt sie
ihre  moglichen Nachkommen nicht dem Risiko aus, durch die zu kurze
Entwicklungszeit nicht rechtzeitig geschlechtsreif und befruchtet zu werden. Dies hétte
nach dem Schlipfen der Biene den Tod aller Nachkommen zur Folge und zeigt in welch

hohem Malie sich die Milbe bereits an ihren Wirt angepasst hat.
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Die Regulationskaskade der Oogenese bei V. destructor beginnt nach dem Betreten der
Brutzelle durch cuticuldre Substanzen der L5 Larve, die eine Aktivierung der sog.
autosynthetischen Prozesse bewirken. Die Aufnahme von Hamolymphe leitet
anschlieBend die Vitellogenese ein (STEINER, et al., 1995; GARRIDO, 2004). Eine
mdogliche hormonelle Regulation der Embryogenese ist jedoch noch ungeklart.
Vermutlich sind Qualitat und Quantitat der vorhandenen Hamolymphe ein wichtiges
Signal zur weiteren Eireifung. Diese Faktoren werden von der Milbe nach dem ersten
Anstechen der Larve registriert (GARRIDO, 2004). Denkbar waére, dass diese
»Qualitatskontrolle* im Vorfeld eine weitere MalRhahme sein kdénnte, um den hohen
Reproduktionserfolg aufrecht zu erhalten. Eine minderwertige oder unzureichende
Nahrungsversorgung fihrt dann evtl. zum Abbruch der begonnenen Eireifung. An
dieser Stelle sind jedoch weitere Untersuchungen nétig, die das Wechselspiel zwischen

olfaktorischen und nutritiven Wirtsfaktoren néher betrachten.

Dass die Infertilitat von V. destructor positiv mit dem Abkoten auf der Puppe korreliert
ist, wurde von HANEL, et al. (1986) beschrieben. Auch in meiner Untersuchung konnte
ich dies bestétigen. So wurde mit der Zunahme an nicht reproduzierenden Milben in den

Brutzellen signifikant hdufiger Milbenkot auf der Puppe gefunden.

Ublicherweise legen die Milbenweibchen einen Futterplatz am Zelldach nahe der analen
Zone der Larve an (Abb. 15). Dieser dient als zentrale Sammelstelle und ,,Mating Point*
fir die Milbennachkommen. Paarungen zwischen den Varroa-Ménnchen und den
jungen Weibchen geschehen (berwiegend hier. Dieses Gruppenverhalten dient im
Wesentlichen dazu, einen hohen Begattungserfolg der jungen Weibchen zu
gewaéhrleisten (DONZE, et al., 1998).

Ist die Milbe jedoch infertil und hat keine Eier in der Brutzelle abgelegt, findet sich
dieser Kotplatz vermehrt auf der Puppe selbst wieder bzw. die ganze Puppe ist voller
weilRer Kotpunktchen. Diese Auffalligkeit steht moglicherweise mit der Stérung der
Oogenese durch die Abwesenheit optimaler Reproduktionsbedingungen in
Zusammenhang. Normalerweise hélt sich die Milbe wahrend der Verpuppung auf der
Larve auf (DONZzE, et al., 1998). Sie vermeidet dadurch, dass sie zwischen Zellwand

31



Diskussion

und Kokon eingeschlossen wird. Sie saugt in dieser Phase vermehrt Hdimolymphe von
ihrem Wirt, damit die Oozyten ohne Verzug reifen kénnen. Nach dem Spinnen des

Kokons beginnt sie alimahlich einen Futterplatz anzulegen (Abb. 15).

Abbildung 15: Schematische Seitenansicht der Raumaufteilung in einer Brutzelle im Stadium der
Streckmade. K = Kot- bzw. Futterplatz, E = erstes Ei. Aus DONzE, et al., 1998.

Mit der Eiablage &ndert sich dann auch das Verhalten der Milbe. Sie schrankt ihre
Aktivitét ein, verbleibt bis zu 90 % der Zeit am Futterplatz und steigt nur noch zum
Fressen auf die Larve ab (DONZE, et al., 1998). Vermutlich spart sie dadurch Energie,
die sie fur die Eireifung benétigt. Die infertile Milbe jedoch scheint ihre Zeit nicht
hauptséchlich am Zelldach zu verbringen, sondern sitzt bzw. wandert weiter auf der
Larve umher evtl. weil noch nicht ausreichend Nahrung fur die Reproduktion
aufgenommen wurde. Die verteilten Kotpinktchen auf der Oberflache sprechen
zumindest fur diese Vermutung. In zukinftigen Untersuchungen sollte versucht werden,
diese Stressituation in einem kontrollierten Umfeld zu simulieren. Dadurch konnten
mdoglicherweise wichtige Erkenntnisse (ber die Ursache fir nicht reproduzierende

Milben erlangt werden.

4.4 Schlussfolgerung

Die unterschiedlichen Herkiinfte der europdischen Honigbiene A. mellifera zeigten im
Hinblick auf die Reproduktion von V. destructor keine Auffélligkeiten. Die Bienen aus
Gotland, die aus einer Uber sechsjahrigen natlrlichen Selektion hervorgegangen sind

und deren Nachzuchten in der zweiten Filialgeneration, wiesen gegenuber drei
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kommerziell genutzten Bienenrassen keine Unterschiede auf. Weder die Anzahl an
nicht reproduzierenden Milbenweibchen noch die Anzahl der Nachkommen unterschied
sich in den Gruppen signifikant. Fur die Praxis bedeutet das, dass eine Selektionszucht
auf die untersuchten Kriterien nicht sinnvoll ist. Fir eine Toleranzzucht kdmen z.B.
Kriterien in Frage, die eine ausreichende hohe Variation mit sich bringen wirden. Dies

ist hier nicht der Fall.

Der hohe Anteil an fertilen, also reproduzierenden Milben in allen untersuchten VVolkern
spricht fir die groRe Anpassungsfahigkeit der Varroa-Milbe und gegen eine Adaptation
seitens der europdischen Honigbiene. Solch eine Zunahme konnte auch von WELLER
(2008) beobachtet werden. Dies legt den Schluss nahe, dass die Varroa-Fertilitat wohl
nicht als entscheidendes Toleranzmerkmal anzusehen ist. Méglicherweise spielen hier
Faktoren eine Rolle, denen man noch keine oder eine zu geringe Beachtung geschenkt
hat. Denkbar wére es, die Fekunditét in der Zukunft genauer zu untersuchen. Auch die
Reproduktionsrate konnte sich durchaus zwischen den Rassen unterscheiden. Dieses
Kriterium wurde aber in meiner Arbeit nicht untersucht und bietet Raum fir zukinftige

Forschung.

Die Applikation von larvalen Duftstoffen zeigte eine eindeutige Zunahme der Fertilitat
von V. destructor und unterstreicht damit die Wichtigkeit dieses Signals in der
Steuerung der Oogenese. Um verstehen zu kdénnen wie die zeitliche und rdumliche
Abhangigkeit dieser Signale mit der Reproduktionssteuerung in Zusammenhang stehen,
bedarf es weiterer intensiver Forschungsarbeit. Durch die genaue lIdentifizierung der
aktivierenden Substanzen im Duftstoffextrakt konnte die Frage der ,natirlichen”

Infertilitat der Varroa-Milben beantwortet werden.

Mit dem neuen Biotest konnte ich zeigen, dass die Varroa-Reproduktion auch in situ
durch Larvenduftstoffe spezifisch aktiviert wird. Die nutritive Versorgung des
Milbenweibchens hingegen ist eher unspezifisch, da nach dem Einsetzen auch bei
alteren Puppenstadien Nachkommen gefunden wurden. Unklar bleibt, ob die natirliche
Infertilitst durch eine ausbleibende Oogeneseaktivierung oder durch einen
ausbleibenden Futterreiz ausgelost wird. Moglicherweise spielen auch andere Faktoren
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eine Rolle, die man bisher noch nicht in Betracht gezogen hat. Da der physiologische
Hintergrund der Infertilitit gerade im Wechselspiel zwischen olfaktorischen und
nutritiven Wirtsfaktoren von V. destructor bislang ebenfalls ungeklart ist, sollte im
Hinblick auf das Verstandnis der Varroa-Reproduktion in diesem Bereich weiter

geforscht werden.

Fur eine mogliche Anwendung zur Varroa-Bekampfung in der Praxis kdnnte man diese
Erkenntnisse nutzen und auf eine Stérung des Signalweges nach dem Eindringen der
Milbe in die Brutzelle hin arbeiten. Vorstellbar ware z.B. eine Einbringung von
reproduktionshemmenden Duftstoffen in Mittelwdnde. GARRIDO & ROSENKRANZ
(2004) konnten z.B. durch Trennung der Larvenextrakte mittels Festphasenextraktion
den Trigger fiir die Reproduktion eindeutig auf die polare Fraktion eingrenzen. Die
Unterteilung dieser Fraktion in weitere ,,Unterfraktionen“ wdare zur genaueren
Bestimmung der aktivierenden Substanzen sinnvoll. Ein Vergleich zwischen Extrakten
von Larven aus Zellen mit fertilen und infertilen Milben kénnte zudem zur Aufklarung
der ,natlrlichen Infertilitdit* beitragen. Die ausbleibende Aktivierung ist
mdoglicherweise auf einen fehlenden oder unzureichenden Trigger zurtckzufiihren
(GARRIDO, 2004). In folgenden Experimenten konnte z.B. durch mehrmalige
Applikation des Duftstoffes probiert werden, die Fertilitdt verspétet eingesetzter
Milbenweibchen auf ein natlrliches Reproduktionsniveau weiter zu steigern. Eine
Bekampfung der Varroose auf diesem Wege ist derzeit noch nicht absehbar, jedoch ist
die neue Methode weitaus weniger aufwandig als der alte Biotest (GARRIDO, 2004) und
bietet damit neue Ansétze flr zukiinftige Forschungsarbeiten.
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5 Zusammenfassung

Fur das weitere Verstandnis der Varroa-Reproduktion sollten in dieser Arbeit
unterschiedliche A. mellifera Volker vergleichend betrachtet werden. Dazu wurden
umfangreiche Reproduktionsdaten von A. m. carnica Kontrollvolkern aus der lokalen
Hohenheimer Zuchtlinie, F, Hybridvolkern aus dem ,,.Bond Projekt”, A. m. mellifera
und A. m. ligustica Volkern aus Reinzuchten gesammelt. Die Gruppen wurden
hinsichtlich Fertilitdt und Fekunditat von Varroa-Weibchen untersucht und verglichen.
Dazu wurde sowohl die Drohnenbrut als auch die Arbeiterinnenbrut eingehend
betrachtet. Die Fertilitatsrate lag bei den Gruppenmittelwerten zwischen 80 und 100 %,
die Fekunditét lag zwischen drei und vier Nachkommen pro Milbenweibchen. Es zeigte
sich, dass keine signifikanten Unterschiede dieser Parameter in den Gruppen bestanden.
Zu verzeichnen war allerdings eine durchweg hohe Anzahl an fertilen, reproduzierenden
Milben. Dies lasst den Schluss zu, dass seitens der Honigbienen keine Adaptation an die
Varroa-Milbe stattgefunden hat. Fur die imkerliche Praxis bedeutet das, dass eine
Toleranzzucht auf das Merkmal Varroa-Fertilitdt nicht sinnvoll ist. Die tatséchliche
Reproduktionsrate und auch die Fekunditat der Milbenweibchen lassen jedoch Raum

flr zukunftige Untersuchungen.

In einem neuen Ansatz sollte zudem festgestellt werden, ob die Aktivierung der Varroa-
Reproduktion in situ bestétigt werden kann. Zuvor geschah dies nur im Laborversuch
mit einem sehr aufwendigen Biotest (GARRIDO, 2004). Um festzustellen in welchem
Zeitraum die Varroa-Reproduktion nach der Zellverdeckelung noch durch Wirtssignale
aktiviert werden kann, wurden Arbeiterinnenbrutzellen in verschiedenen Zeitintervallen
kinstlich mit Varroa-Milben infiziert. Die Fertilitdt entsprach bei frisch verdeckelten
Zellen (0 h nach Verdeckelung) der einer natirlichen Reproduktion. Bereits nach 24 h
reproduzierte nur noch ein Bruchteil der eingesetzten Milben. Mit Duftstoffextrakten
der L5 Larve konnten die nach 24 h eingesetzten nicht reproduzierenden Milben
dahingehend beeinflusst werden, dass sie wieder begannen Eier zu legen. D.h. die
Reproduktion konnte durch larvale Duftstoffe aktiviert werden. Dies konnte in meiner
Arbeit zum ersten Mal im Bienenvolk selbst bestatigt werden. Diese Erkenntnis

verdeutlicht, dass die Aktivierung spezifisch geschieht und unterstreicht nochmals die

35



Zusammenfassung

Wichtigkeit von Duftstoffen in der Regulation der Varroa-Reproduktion. Zudem ist
diese Methode weitaus weniger aufwandig als der alte Biotest und bietet damit neue

Ansatze fiir zukinftige Forschungsarbeiten.
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9 Anhang

9.1 Rohdaten Varroa-Reproduktion

9.1.1 Fertilitat Drohnen Einfachbefall

Tabelle 6: Fertilitat Drohnen Einfachbefall

Volk Rasse Repro. (+) Kota.P. Zellen Zellen (+) Absolut (+)
359 Go/F2 69,2 23,1 13 9 0,69
253 Go/F2 85,3 14,7 34 29 0,85
130 Go/F2 88,2 5,9 17 15 0,88
141 Go/F2 72,5 12,5 40 29 0,73
94 Go/F2 78,4 21,6 37 29 0,78
1 Mellifera 86,7 26,7 15 13 0,87
2 Mellifera 92,3 7,7 13 12 0,92
4 Mellifera 91,7 18,8 48 44 0,92
30 Mellifera 61,1 36,1 36 22 0,61
31 Mellifera 73,1 15,4 26 19 0,73
290 Mellifera 90,9 9,1 22 20 0,91
291 Mellifera 84,2 15,8 19 16 0,84
291 Carnica 88,0 32,0 25 22 0,88
250 Carnica 96,4 21,4 28 27 0,96
400 Carnica 53,3 40,0 15 8 0,53
22 Ligustica 75,0 12,5 8 6 0,75
354 Ligustica 75,0 16,7 24 18 0,75
101 Ligustica 41,7 16,7 12 5 0,42
325 Ligustica 42,9 28,6 7 3 0,43

47



Anhang

120% -
100% -

80% - I

60% -

40% -

Fertilitatsrate

20% A

n=141
0% | |

Carnica Go/F2 Ligustica Mellifera
Rasse

Abbildung 16: Fertilitat Drohnen Einfachbefall

Tabelle 7: Mittelwerte Fertilitdt Drohnen Einfachbefall

Mittelwerte
Messvariable: Absolut (+)
gruppiert nach: Rasse
und nach: ----
95%
Vertrauen
N Mittelwert (€3] Std.Fehler  Std.Abw.
Carnica 3 0,793 0,567 0,132 0,228
Go/F2 5 0,787 0,101 0,036 0,081
Ligustica 4 0,586 0,301 0,095 0,189
Mellifera 7 0,828 0,108 0,044 0,117
gesamte
Stichprobe 19 0,761 0,079 0,037 0,163
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Tabelle 8: Varianzanalyse Fertilitdét Drohnen Einfachbefall

Varianzanalyse

Messvariable: Absolut (+)
gruppiert nach: Rasse

Quadrat- Freiheits-

summe grade mittlere QS F P
Zwischen 0,160 3 0,053 2,510 0,098
Innerhalb 0,320 15 0,021
Gesamt 0,480 18 0,027

Bartlett-Test zur Varianzengleichheit

Chi- Freiheits-
Quadrat grade P
| 3,580 3 0,311
Multiple Vergleiche
Signifikanz
Methode: Bonferroni (p): 0,05

Kritische Mittelwert-Differenzen zwischen Gruppenpaaren (rechts oben)
und Signifikanzwertung (links unten):

(Mittelwert)  Ligustica Go/F2 Carnica Mellifera
Ligustica 0,586 0,297 0,338 0,278
Go/F2 0,787 nein 0,324 0,259
Carnica 0,793 nein nein 0,306
Mellifera 0,828 nein nein nein

49



Anhang

9.1.2 Anzahl der Nachkommen Drohnen

Tabelle 9: Anzahl der Nachkommen Drohnen Einfachbefall (Stadium bw)

Volk Rasse Muttermilben NK Durchschnitt
359 Go/F2 13 34 2,6
253 Go/F2 34 99 2,9
130 Go/F2 17 43 2,5
141 Go/F2 40 71 1,8

94 Go/F2 37 119 3,2
1 Mellifera 15 52 3,5
2 Mellifera 13 37 2,8
4 Mellifera 48 186 3,9
30 Mellifera 36 71 2,0
31 Mellifera 26 51 2,0
290 Mellifera 22 62 2,8
291 Mellifera 19 30 1,6
291 Carnica 25 81 3,2
250 Carnica 28 89 3,2
400 Carnica 15 26 1,7
22 Ligustica 8 31 3,9
354 Ligustica 21 53 2,5
101 Ligustica 5 5 1,0
325 Ligustica 7 11 1,6
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Abbildung 17: Anzahl der Nachkommen Drohnen Einzelbefall (Stadium bw)

Tabelle 10: Mittelwerte Anzahl der Nachkommen Drohnen (Stadium bw)

Mittelwerte

Messvariable: Durchschnitt

gruppiert nach: Rasse

und nach: ----
95%
Vertrauen
N Mittelwert (€3] Std.Fehler Std.Abw.

Carnica 3 2,717 2,118 0,492 0,853
Go/F2 5 2,610 0,669 0,241 0,539
Ligustica 4 2,243 2,000 0,628 1,257
Mellifera 7 2,646 0,784 0,321 0,848
gesamte Stichprobe 19 2,563 0,397 0,189 0,824
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Tabelle 11: Varianzanalyse Anzahl der Nachkommen Drohnen (Stadium bw)

Varianzanalyse
Messvariable: Durchschnitt
gruppiert nach: Rasse
Quadrat- Freiheits-
summe grade mittlere QS F P
Zwischen 0,541 3 0,180 0,232 0,873
Innerhalb 11,670 15 0,778
Gesamt 12,210 18 0,678
Bartlett-Test zur
Varianzengleichheit
Chi- Freiheits-
Quadrat grade P

| 2141 3 0,544

Multiple Vergleiche
Signifikanz
Methode: Bonferroni (p): 0,05
Kritische Mittelwert-Differenzen zwischen Gruppenpaaren (rechts oben)
und Signifikanzwertung (links unten):
(Mittelwert) Ligustica Go/F2 Mellifera Carnica

Ligustica 2,243 1,797 1,679 2,045
Go/F2 2,610 nein 1,568 1,956
Mellifera 2,646 nein nein 1,848
Carnica 2,717 nein nein nein
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9.1.3 Fertilitat Arbeiterinnen

Tabelle 12: Fertilitat Arbeiterinnen Einzelbefall

Abbildung 18: Fertilitat Arbeiterinnen Einfachbefall
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Volk Rasse Repro. (+) Kota.P. Zellen Zellen (+) Absolut (+)
1001 Gotland 76,5 17,6 34 26 0,76
203 Gotland 96,2 3,9 26 25 0,96
601 Gotland 83,4 26,6 30 25 0,83
901 Gotland 96,7 6,7 30 29 0,97
206 Gotland 100,0 0,0 30 30 1,00
702 Gotland 88,0 12 25 21 0,84
127 Go/F2 90,0 3,3 30 27 0,90
253 Go/F2 76,6 0,0 30 23 0,77
94 Go/F2 83,3 3,3 30 25 0,83
130 Go/F2 59,9 6,7 30 18 0,60
31 Mellifera 100,0 0,0 31 31 1,00
30 Mellifera 69,9 3,3 30 21 0,70
291 Mellifera 96,7 0,0 30 29 0,97
250 Carnica 80,0 6,7 30 24 0,80
291 Carnica 83,3 6,7 30 25 0,83
400 Carnica 83,3 0,0 30 25 0,83
354 Ligustica 96,7 3,3 30 29 0,97
20 Ligustica 96,7 3,3 30 29 0,97
325 Ligustica 90,0 0,0 30 27 0,90
22 Ligustica 100,0 0,0 30 30 1,00
120% -
100% -
80% - T
£ 60% -
£ 20% -
5
w 20%
n=120
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Tabelle 13: Mittelwerte Fertilitat Arbeiterinnen Einzelbefall

Mittelwerte

Messvariable: Absolut (+)
gruppiert nach: Rasse

und nach: ----
95%
Vertrauen

N Mittelwert (€3] Std.Fehler Std.Abw.

Carnica 3 0,8222 0,0478 0,0111 0,0192
Go/F2 4 0,7750 0,2049 0,0644 0,1287
Gotland 6 0,8944 0,0989 0,0385 0,0942
Ligustica 4 0,9583 0,0667 0,0210 0,0419
Mellifera 3 0,8889 0,4085 0,0949 0,1644
gesamte Stichprobe 20 0,8716 0,0518 0,0248 0,1107
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Tabelle 14: Varianzanalyse Fertilitdt Arbeiterinnen Einfachbefall

Varianzanalyse

Messvariable: Absolut (+)
gruppiert nach: Rasse

Quadrat- Freiheits-

summe grade mittlere QS F P
Zwischen 0,079 4 0,020 1,915 0,160
Innerhalb 0,154 15 0,010
Gesamt 0,233 19 0,012
Bartlett-Test zur
Varianzengleichheit

Chi- Freiheits-

Quadrat grade P

‘ 8,095 4 0,088
Multiple Vergleiche
Signifikanz
Methode: Bonferroni (p): 0,05

Kritische Mittelwert-Differenzen zwischen Gruppenpaaren (rechts oben)
und Signifikanzwertung (links unten):

(Mittelwert) Go/F2 Carnica Mellifera Gotland  Ligustica
Go/F2 0,775 0,254 0,254 0,215 0,236
Carnica 0,822 nein 0,272 0,236 0,254
Mellifera 0,889 nein nein 0,236 0,254
Gotland 0,894 nein nein nein 0,215
Ligustica 0,958 nein nein nein nein
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9.1.4 Anzahl der Nachkommen Arbeiterinnen

Tabelle 15: Anzahl der Nachkommen Arbeiterinnen (Stadium bb2)

Volk Rasse Muttermilben NK Durchschnitt
1001 Gotland 21 98 47
203 Gotland 23 79 3.4
601 Gotland 25 99 40
901 Gotland 28 98 3,5
206 Gotland 25 111 4.4
702 Gotland 19 86 4,5
127 Go/F2 20 78 3,9
253 Go/F2 15 59 3.9
94 Go/F2 12 33 2,8
130 Go/F2 16 40 2,5
31 Mellifera 26 86 3,3
30 Mellifera 21 71 3,4
291 Mellifera 31 106 34
250 Carnica 4 14 3,5
291 Carnica 25 78 3,1
400 Carnica 20 68 3.4
354 Ligustica 20 82 41
20 Ligustica 22 102 4,6
325 Ligustica 21 81 3,9
22 Ligustica 18 70 3,9
5,0 -

c 45 -

g 40 -

£ 35 |

£ 30 -

S 25 -

g 2,0 -

= 15 -

8 10 -

= 0,5 1 n=120

0,0 -
Carnica Go/F2 Gotland Ligustica Mellifera
Rasse

Abbildung 19: Anzahl der Nachkommen Arbeiterinnen (Stadium bb2)
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Tabelle 16: Mittelwerte Anzahl der Nachkommen Arbeiterinnen (Stadium bb2)

Mittelwerte

Messvariable: Durchschnitt

gruppiert nach: Rasse
und nach: ----
95%
Vertrauen
N Mittelwert (@) Std.Fehler Std.Abw.

Carnica 3 2,717 2,118 0,492 0,853

Go/F2 5 2,610 0,669 0,241 0,539

Ligustica 4 2,243 2,000 0,628 1,257

Mellifera 7 2,646 0,784 0,321 0,848
gesamte Stichprobe 19 2,563 0,397 0,189 0,824
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Tabelle 17: Varianzanalyse Anzahl der Nachkommen Arbeiterinnen (Stadium bb2)

Varianzanalyse
Messvariable: Durchschnitt
gruppiert nach: Rasse
Quadrat- Freiheits-
summe grade mittlere QS F P
Zwischen 0,541 3 0,180 0,232 0,873
Innerhalb 11,670 15 0,778
Gesamt 12,210 18 0,678
Bartlett-Test zur
Varianzengleichheit
Chi- Freiheits-
Quadrat grade P

| 2141 3 0,544

Multiple Vergleiche
Signifikanz
Methode: Bonferroni (p): 0,05
Kritische Mittelwert-Differenzen zwischen Gruppenpaaren (rechts oben)
und Signifikanzwertung (links unten):
(Mittelwert) Ligustica Go/F2 Mellifera Carnica

Ligustica 2,242 1,797 1,679 2,045
Go/F2 2,609 nein 1,568 1,956
Mellifera 2,645 nein nein 1,848
Carnica 2,717 nein nein nein
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Tabelle 18: Nachkommenvergleich Arbeiterinnen u. Drohnen Go/F2 (U-Test)

U-Test (Mann-Whitney)

Geschlecht
Arbeiterin
Drohn

Nachkommen
N Rangmittel U
30 8 22
11 15 99
Z P
-2,7146 0,0066
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9.2 Einsetzversuche

9.2.1 Aktivierung der Reproduktion
Tabelle 19: Aktivierung der Reproduktion

Volk Rasse Zeit Repro. (+) Repro. (-) Kota.P. Zellenges. Abs. (-) Abs. (Kot)

291 A.m.carnica 0Oh 25 5 4 30 0,167 0,133
250 A.m.carnica 6h 21 9 2 30 0,300 0,067
291 A.m.carnica 12h 16 12 4 28 0,429 0,143
291 A.m.carnica 18h 15 18 8 33 0,545 0,242
250 A.m.carnica 24h 2 28 15 30 0,933 0,500
263 A.m. carnica 30h 1 30 11 31 0,968 0,355

Tabelle 20: Spearman Rangkorrelation Reproduktion Kot a. P.

Spearman Rangkorrelation

Absolut (-)
Absolut (Kot)
Korrelationskoeffizient 0,8857
gultige Falle 6
einseitige Signifikanz 0,0094
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9.2.2 Einsetzen mit larvalen Duftstoffen

Tabelle 21: Mittelwerte Einsetzen mit larvalen Duftstoffen

Mittelwerte

Messvariable: Reproduktion (+)
gruppiert nach: Gruppe

95%
Vertrauen
N Mittelwert (€3] Std.Fehler Std.Abw.
5Leq 24 0,375 0,209 0,101 0,495

Kontrolle 26 0,038 0,079 0,038 0,196
gesamte
Stichprobe 50 0,200 0,115 0,057 0,404
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Abbildung 20: Einsetzvergleich Duftstoff u. Kontrolle
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Tabelle 22: Mann-Whitney-U-Test Einsetzversuch Duftstoff

U-Test (Mann-Whitney)
Reproduktion (+)
N Rangmittel U
Gruppe
5Leq 24 29,875 417
Kontrolle 26 21,462 207
A P
-2,942 0,0033
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